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ABSTRACT 

 

Effect of cGMP on Cajal Cells 

 

Jeong Yu Jin 

Director: Prof, Park Chan Guk 

Graduate School of Chosun University 

 

Electrical rhythmicity in gastrointestinal muscles is generated by interstitial cells of 

Cajal (ICC) and many transmitters and hormones are mediated via production of cyclic 

nucleotides (cyclic adenosine monophosphate; cAMP and cyclic guanosine 

monophosphate; cGMP). However, there is no report how cyclic nucleotides might 

affect pacemaker activity of ICC. For finding this, this study was investigated to cGMP 

action on spontaneous pacemaker activities of cultured colonic ICC from mouse using 

whole-cell patch clamp technique and live Ca2+-imaging. Colonic ICC generated 

spontaneous regular pacemaker potentials or currents in currents or voltage-clamping 

mode.  Cell permeable 8-bromo cGMP inhibited the pacemaker potentials in colonic 

ICC. Also, the inhibition of the pacemaker potentials was observed after the treatment 

of zaprinast, selective inhibitor of cGMP-specific phosphodiesterases V and VI. And, 

ODQ, a potent guanylyl cyclase inhibitor, itself increased the frequency of the 

spontaneous membrane potential. Furthermore, S-nitro-N-acetyl-penicillamine (SNAP), 



IV 
 

a nitric oxide (NO) donor, inhibited pacemaker potentials in colonic ICC and L-NAME, 

an inhibitor of NO synthesis, itself increased the frequency of the pacemaker potentials 

in colonic ICC. In live cell intracellular Ca2+ imaging using Fluo-4, cGMP or zaprinast 

inhibited the Ca2+ oscillations.  

In conclusion, cGMP or NO have inhibitory function on pacemaker activity in colonic 

ICC and also ICC itself control the level of cGMP or NO production in normal 

condition for regulating the frequency of pacemaker activity. 

 

Keywords: cyclic guanosine monophosphate, colon, interstitial cells of Cajal, 

pacemaker potentials, nitric oxide. 
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초    

                                                     학 과 

                                                    정   

래전 터  평 근에  적  생하는 규칙적 

수축 동 (rhythmic contraction)  연동 동 나 절 동과 같  

 동  본  는 것  알 져 다. 러한 규칙적 

수축 동  파 (slow wave)라는 상  나타나는 , 파  

원  평 근에  찾 는 노   없   실패하 다 

(Farrugia, 1999). 

다양한 신경전달물 과   동 에 한 과는 

cyclic nucleotides  생 에 해 다. 미 존 연  

결과  살펴보  cyclic adenosine monophosphate (cAMP)  cyclic 

guanosine monophosphate (cGMP)  평 근 포  파에 한 

과가 보고 었다 (Huizinga 등, 1991; Smith 등, 1993; Tsugeno 

등, 1995). 하 만 존  연 들   조 과 평 근 포에  

 실험  시행하 다. 러한 실험 결과들  카할 간  또는 

평 근 포에  생 는 상  정 하게 해주  힘들다. 

에 본 연 에 는 카할 간 포에   향  전 에 한 

cGMP  과  하게  보고  한다.    
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본 연 는  향  포  카할 간 포에  는 

향  전 적 동 에 한 NO  억제  과  하 , 

 억제  과는 카할 간 포내  cGMP  접한  다는 

것  제시한다. 또한  극없  카할 간 포는 포 

체적  cGMP 농  조절하  향  동  빈 수  

조절한다는 것  알 수 었다.  같  결과는 존  동 

조절에 평 근 수  아닌 카할 간 포 향 에 한 전  

초 료  제공함 ,  않   동  전에 많  

정보  제공할 것 라 생각 다. 

 

 

 

 



-1- 
 

  

 

 동   알 져 듯  수많  들에 해 결정 다. 

 감신경, 감 신경 등  는  신경계, 

 체  내  신경계, endocrine  paracrine system 등  

여한다. 그 고  에   체  적  , , 

 평 근  적 동   할 포 

(Interstitial cells of Cajal, ICCs)가 여한다. 

래전   평 근에  적  생하는 규 적 

수축 동  연동 동 나 절 동과 같   동  본  

는 것  알 져 다. 러한 규 적 수축 동  파 (slow 

wave)라는  나타나는 , 파’  게  는 수축과 

 포  전압  탈 극 과정  low frequency, long 

duration  나타나  문 다 (Szurszewski, 1987; Tomita 등, 

1981). 그러나 러한 규 적 수축 동  단순한  평 근과 

동신경 만  계 는  않 , 러한 파  원  

평 근에  찾 는 노   없   실패하 다 (Farrugia, 

1999). 
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난 15 여년 간 동물  심 (mouse, guinea pig, canine 

등)  한 집 적  연  해 , , 그 고 에  

전 적   동  나타내는 평 근에  향 (pacemaker) 

역할  할 포에  원한다는 실   졌다 (Sanders, 

1996).  할 포는 non-neuronal, mesenchymal origin  

포  3 차원적  연결망  하고 , 동물  종 나 

내 에 없  한 조  가 고 포한다. 할 

포는 proto-oncogene  c-Kit 전  하고  

(Ward 등, 1994),  전  물  Kit receptor 는 포 에  

tyrosine kinase receptor  한다. 할 포가 c-Kit  

하고  문에 조 내에  할 포  하는 

에는 c-Kit 에 한 항체  한 역 조 학적  다 

(Ward 등 1995). 할 포  역할  심  동 결절 포  

한 향  역할  적 내향  전  (spontaneous inward 

currents; pacemaker currents)  생 하여 파  생시킨다 (Koh 

등, 1998; Thomsen 등, 1998). 할 포는 내 gap 

junction  해  연결망  하고  평 근과  

연결 어 다. 라  생  파는 할 포 연결망  

하여 연결 어  또한 평 근  전파 다 (Sanders, 1996). 

할 포는 또한  신경계  시냅스처럼 접하게 
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연결 어 어 신경  평 근  흥   억제  

신 전달과정  매개하고 다 (Burns 등, 1996; Wang 등, 2003; 

Ward 등, 2000; Ward  Sanders, 2001).  같  연 결과들  

 동에 어  할 포  그  매  크다는 

것  보여주고 다. 

다양한 신경전달물 과   동 에 한 과는 

cyclic nucleotides  생 에 해 다. 미 존 연  

결과  펴보  cyclic adenosine monophosphate (cAMP)  cyclic 

guanosine monophosphate (cGMP)  평 근 포  파에 한 

과가 보고 었다 (Huizinga 등, 1991; Smith 등, 1993; Tsugeno 

등, 1995). 하 만 존  연 들   조 과 평 근 포에  

 실험  시행하 다. 러한 실험 결과들  할  또는 

평 근 포에  생 는  정 하게 해주  힘들다. 

에 본 연 에 는 할 포에   향  전 에 

한 cGMP  과  하게  보고  한다.    

 

 

 

 



-4- 
 

실 험   

 

1. 실험동물  적 처  

본 연 에 는 3-5   ICR 생  암수  없  실험동물  

하 다. 실험에  생 는 조 학  실험동물 

원 에  시  적 에 라 적  처 었다. 

 

2. 할 포  양 

ICR 생  Ether  취시킨  희생시킨 다  개복하여 

 적출하 다. 실 에  Krebs-Ringer 

bicarbonate 액  채워  비  에  창 간  가  

(mesenteric border)  라 절개하여 점  제거하고 근  

노출시켰다.  근 조  collagenase (Worthington type 

II, USA) 1.3 mg/ml, bovine serum albumin (Sigma, USA) 2 mg/ml, 

trypsin inhibitor (Sigma) 2 mg/ml, ATP 0.27 mg/ml 등  들어 고, 

Ca2+  들어  않  Hank's 액에  다  37 °C 에  12 간 

항  시킨 , 탕시켜 단  포  하 다.  

포들   cover glass 에 주하고, 10  에 stem cell 

factor 5 ng/ml (Sigma)  2 % antibiotic/antimycotic (Gibco, 
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USA)  들어 는 SMGM (smooth muscle growth medium; Clonetics 

Corp, USA) 액  주 한 , 37 °C (95 % O2 - 5 % CO2) 

양 에  양시켰다. 양  다 날 전날 양  액에  2 % 

antibiotic/antimycotic 만 제 시켜 양액  꾸어 주었다. 

실험  양 2 째  시행하 다. 양  할 포  

 Kit 단 에 한 항체 (ACK2, Gibco-BRL)  하  

역 염  포 본  공초점주  미경 (FV300, Olympus, 

Japan)  하여 찰하 다. 

 

3. 포  전압  전   

양   항  조절계에   당 2-3 ml  포  

액  시켰다. Whole-cell patch clamp  하여 양  

할 포에  포  전압과 포  전  하 다. 

Patch clamp 폭  (Axopatch 1-D, Axon Instruments)  하여 

나 는 신 는  실 스코프, 생 적  해  

찰하 고, 고정전압과 극전압  조정  전   pClamp 

(version 9.0, Axon Instruments, USA)  하 다. 포  전 는 

– 70 mV  전압에 고정하여 하 다. 전압 고정실험에  

얻어  결과는 clampex  GraphPad Prizm (version 2.01, USA)  

하여  처 하 다. 든 실험  30 °C에  시행하 다. 
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4. 실험 액  약물 

포  액  조  다 과 같다 (각 수 는 mM 단 ): KCl 

5, NaCl 135, CaCl2 2, MgCl2 1.2, glucose 10, HEPES (N-[2-

hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethansulfonic acid]) 10  

Tris  첨가하여 pH 가 7.4 가  적정하 다. Ca2+-free 액  

 조 에  CaCl2 만  제거하 다. 전극내 액  조  다 과 

같다 (각 수 는 mM 단 ): KCl 140, MgCl2 5, K2ATP 2.7, Na2GTP 

0.1, creatinine phosphate disodium 2.5, HEPES 5, EGTA 0.1  

Tris  첨가하여 pH 가 7.2 가  적정하 다. 

실험에  든 약물  Sigma  하 다. 

 

5. 포내 슘 정 

24-30 시간 양   할 포  포  액  

2-3  척한  37 oC 에  15  동안 적 시킨다. 최종 농  1 

mM fluo-4AM (Molecular Probe)  10  동안 처  , 포  

액  2-3  척시킨다. 척  포는 Perkin-Elmer 

Ultraview Confocal Scanner  a Hamamatsu Orca ER 12-bit CCD 

camera 가 착  Nikon Eclipse TE200 차 미경  해  

찰한다. 포는 매 0.4 초 간격  스   파  488 nm 

excitation  가 고 emission  515 nm 다.  슘 정  
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할 포  항  30 oC  시켰다. 포내 슘에 한 

 강  는 첫 째 미  강  F0  정하고 각각  

 강  F1/F0  하 다. 

 

6. 실험결과  계적 처  

실험결과는 평균과 ± 차 (mean ± SE)  하 , 

필 한 경 에는 ANOVA 또는 paired Student‘s t-test  하여 

 검 하 다. 
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실 험 결 과 

 

1. 생  에   할 포  향  전압  전  

 

 

미경  특징적  할 포  태   , whole cell 

patch  시행하 다. 전  고정  (I=0)에  할 포는 

적  향  전압  생시켰다 (그  1A). 향  전압  

평균  36 ± 2.7 mV  보 고, 안정  전압  -55 ± 5 mV 다. 

본 향  전압  빈 는 높  빈  보여주는 포  어 

낮  빈  보여주는 포  보 다. 평균 향  전압  빈 는 

5 에 9.7 ± 0.9  보 다.  

전압 고정  (고정 전압 = –70 mV)에  할 포는 적  

내향  전  향  전  생시켰다 (그  1B).  할 

포에   향  전  크 는 전 보고   

할 포보다 큰 1000 ± 300 pA  보 고 빈 수는 5 에 

8.7 ± 1.7 다. 
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Fig. 1. Typical trace of pacemaker potentials in current clamping mode 

(A) and spontaneous inward pacemaker currents in voltage clamping 

mode at a holding potential of -70 mV (B) in colonic ICCs from mouse. 
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2.  할 포  향  전압에 한 cyclic guanosine 

monophosphate  과 

 

 할 포  향  동 에 한 cGMP  역할  

 하고  포  과하는 8-bromo cGMP  하 다. 정  

태하에  할 포는 적  향  전압  보여주었다. 

정 적  향  전압  보 는 할 포에 100 mM 8-bromo 

cGMP  투여한 결과, 향  전 가 라 는 것  알 수 었다 

(그  2A). 8-bromo cGMP 과  한 향  전압  빈 는 5 

당 0.33 ± 0.1  어 들었고 안정  전압  과 극 었다 

(그  2B, C; n=5).  
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Fig. 2. Effects of 8-bromo cGMP on pacemaker potentials in colonic 

ICCs. (A) Pacemaker potentials of ICCs treated with 100 mM of 8-bromo 

cGMP in current-clamp mode. The effects of 8-bromo cGMP on 

pacemaker potentials in ICCs are summarized in (B) and (C). Bars 

represent mean ± SE values. *p < 0.05: significantly different from 

control. CON: Control, cGMP: 8-bromo cGMP. RMP: resting membrane 

potential 

 



-12- 
 

 

3.  할 포  향  전압에 한 phosphodiesterase 

억제제  과 

 

Phosphodiesterase (PDE)는 포내 cAMP 또는 cGMP  해시키는 

 포내 cAMP 또는 cGMP  농  조절에 한 역할  

담당하고 다. 본 연 에 는 cGMP 해  억제제  zaprinast  

하 다. 할 포에   정  향  전압 

태에  100 mM zaprinast  투여한 결과 향  전 가 라 는 

것  알 수 었다 (그  3A). Zaprinast 투여  억제  향  

전압  빈 수는 5 당 1.54 ± 0.8    안정  전압에는 

큰  보여주  했다 (그  3B, C; n=4). 
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Fig. 3. Effects of zaprinast on pacemaker potentials in colonic ICCs. (A) 

Pacemaker potentials of ICCs treated with 100 mM of zaprinast in 

current-clamp mode. The effects of zaprinast on pacemaker potentials in 

ICCs are summarized in (B) and (C). Bars represent mean ± SE values. 

*p < 0.05: significantly different from control. CON: Control. RMP: 

resting membrane potential 
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4.  할 포  향  전압에 한 guanylyl cyclase 

억제제  과 

 

 결과에  보여  에  투여  cGMP  과 에 할 

포  체에  생 는 cGMP  과  해 보고  

guanylyl cyclase 억제제  ODQ  하 다. 정 적  향  

전압에  ODQ 100 mM  투여한 결과 ODQ 체가 적  향  

전압  빈 수  가시키는 것  알 수 었다 (그  4A). 어 

향  전압  안정  전압  탈 극 시켰다. ODQ에 해 가  

향  전압  빈 수는 5 당 18.55 ± 1.3   안정  

전압  -38.62 ± 4.63 mV  나타냈다 (그  4B, C; n=4). 
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Fig. 4. Effects of ODQ on pacemaker potentials in colonic ICCs. (A) 

Pacemaker potentials of ICCs treated with 100 mM of ODQ in current-

clamp mode. The effects of ODQ on pacemaker potentials in ICCs are 

summarized in (B) and (C). Bars represent mean ± SE values. *p < 0.05: 

significantly different from control. CON: Control. RMP: resting 

membrane potential 
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5.  할 포  향  전압에 한 nitric oxide  

과 

 

존  든 보고에  nitric oxide (NO)  능  포내 cGMP 

 가  해 나타난다고 알 져 다. 그러므 , 할 

포에 한 cGMP  과는 NO가  할 포에 

조절 역할  담당할 수 다는 거가  수 다. 라   

실험에 는 NO donor  S-nitro-N-acetyl-penicillamine (SNAP)  

 할 포에 투여하 다. 정 적  향  전 에 SNAP 

10 mM  투여한 결과, cGMP 에  보여 는 과  한 결과가 

초래 었다 (그  5A). 억제  향  전압  빈   안정  

전압  수 는 그  5B  5C에 나타냈다 (n=4). 
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Fig. 5. Effects of SNAP on pacemaker potentials in colonic ICCs. (A) 

Pacemaker potentials of ICCs treated with 10 mM of SNAP in current-

clamp mode. The effects of SNAP on pacemaker potentials in ICCs are 

summarized in (B) and (C). Bars represent mean ± SE values. *p < 0.05: 

significantly different from control. CON: Control. RMP: resting 

membrane potential 
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6.  할 포  향  전압에 한 nitric oxide 

inhibitor  과 

 

 할 포  향  동 에 한 SNAP  과가 

 투여가 아닌 할 포 내에  비 는 SNAP 에 한 

과  해 보고  NO 생  억제제  L-NAME  하 다. 정  

태  향  전압  보 는 할 포에 L-NAME 10 mM  

투여한 결과, 향  전압  빈 수가 저히 가 는 것   

었다 (그  6A). L-NAME 에 해  향  전압  빈   

안정  전압  수 는 그  6B  6C 에 나타냈다 (n=4). 
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Fig. 6. Effects of L-NAME on pacemaker potentials in colonic ICCs. (A) 

Pacemaker potentials of ICCs treated with 10 mM of L-NAME in 

current-clamp mode. The effects of L-NAME on pacemaker potentials in 

ICCs are summarized in (B) and (C). Bars represent mean ± SE values. 

*p < 0.05: significantly different from control. CON: Control. RMP: 

resting membrane potential 
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7.  할 포  향  전압에 한 protein kinase G 

억제제  과 

 

존  보고에  protein kinases (PK)는 포내 cAMP 또는 cGMP 가 

조절하는 포 능에 큰 역할  담당하고 다. 본 연 에  할 

포  cGMP 가 그 능에 한 역할  담당하는 것  

생각 어 cGMP-dependent kinase  PKG가 할 포  

향  동 에 어  향  미 는  해 보았다. 하 만, 

실험결과에  PKG 억제제  KT 5823 1 mM  한 결과, 정 적  

향  전압에 큰 향  주  하 다 (그  7A, B, C; n=4).  

결과는 cGMP 가 PKG 는 무 하게 접적  할 포  

향  동 에 하는 것  생각 다. 
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Fig. 7. Effects of KT 5823 on pacemaker potentials in colonic ICCs. (A) 

Pacemaker potentials of ICCs treated with 1 mM of KT 5823 in current-

clamp mode. The effects of KT 5823 on pacemaker potentials in ICCs 

are summarized in (B) and (C). Bars represent mean ± SE values. *p < 

0.05: significantly different from control. CON: Control. RMP: resting 

membrane potential 
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8.  할 포  포내 슘 동에 한 cyclic 

guanosine monophosphate  phosphodiesterase 억제제  과 

 

할 포  향  동  개시는 포내 슘 동과 

접한  다. 라  본 실험에 는 슘 marker  fluo-

4AM  하여 할 포  슘  하 고, 러한 

포내 슘에 한 8-bromo cGMP  zaprinast  과  하 다. 

정 태에  할 포는 규 적  포내 슘 동  

보여주었고  동  빈 는 할 포  전 적 동  

향  한 결과  보 다. 어 정 적  포내 슘  

동  8-bromo cGMP 100 mM 또는 zaprinast 100 mM 투여  해 

저히 억제 었다 (그  8A, B). 
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Fig. 8. Effects of 8-bromo cGMP and zaprinast on the spontaneous 

intracellular Ca2+ oscillations in colonic ICCs. 8-bromo cGMP (100 μM) 

(A) and zaprinast (100 μM) (B) inhibited intracellular Ca2+ oscillations. 
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고 찰 

 

본 연 는 생  에  한 향  포  할 

포에  향  전 적 동에 한 cGMP  역할  해 

보고  하 다. cGMP 는 향  동  억제하는 것   

었고 적  cGMP 생  할 포에  초적  

비 는 NO 에 하는 것  생각 다. 

 평 근 동 에 한 존  보고들  펴보 , NO 는 

개   문동  포함한 여러 에  파  빈  감 시킨다 

(Ozaki 등 1992; Stark 등 1991). 파  원  내 평 근 

포  수 에  어나는 것  아닌 할 포에  생 는 

향  전 적 동에 한다 (Sanders, 1996). 본 연 에  

NO 는 할 포에  생 는 향  동  억제하 다. 

는 NO 가 할 포  향  동  억제하여 gap 

junction  연결 어 는 평 근 포  신 전달  

차단함  파 생  억제하고  나타낸다. 또한 본 

실험에    할 포뿐만 아니라  할 

포에  미 NO 가 같  결과  보여주었다 (Park 등 

2007). NO   포내 차 전 물  cGMP  생 하여 
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루어 다  (Stark 등 1991; Ward 등 1994). 본 연 에  cGMP 

체적   할 포  향  동  억제하 다. 

라  할 포에 한 NO  역할  포내 cGMP  접한 

 다는 것  나타낸다. NO 는 내에  초적  

비하여  평 근 수축  억제하는 향  하고 다. 

본 연 에  L-NAME  투여한 경  향  전압  빈 가 

가하 다. 러한 결과는 할 포가 NO  초적  

합 하여 빈  수  조절하고  나타낸다. 미 할 

포에  NO  합 하는  NO synthase 가  어 어 

 결과   다.  

본 연 에  cGMP 해  억제제  zaprinast  투여시 cGMP 

과  같  억제  결과  나타냈  cGMP 생  억제물  ODQ  

투여 한 경   생 빈  수가 가하는 흡  결과  

나타냈다.  결과는 cGMP 가 초적  비하여 안정 태에  

향  전압  생빈  결정하고  나타낸다. 종합하  

할  포에  NO 가 적  생 고 어  guanylate 

cyclase 에 해 차전 물  cGMP 가 합 어 안전 태  

향  전압 생 빈  결정하고  시 한다. 흥미  

실  존   할  포에 는 ODQ  L-NAME 는 

향  전압에 아무런  초래하  않아 NO  초적 비는 
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없었다 (Park 등 2007). 과 에  생 는 파  크   

빈  수는 매  다 다. 라  에  초적  NO 생  

과   파 차  한 전   수 라 생각  

는 추   연 해야 할 내  생각 다.  

cGMP 는 포내에  PKG  생 하여  나타내거나  

무 하게 cyclic nucleotide-gated 에 접 

한다 Hofmann 등 2000; Mergia 등 2006). 본 연 에  PKG 

억제제  투여한 경  향  생 빈  수에는 아무런 가 

초래  않았다. 라  cGMP  과는 PKG 는 무  하  

접적  향  생빈  조절하고  알 수 다. 본 

실험 는 할 포내에  정 한 cGMP  적  알 수 

없 만, 향  전압 생에 여한  가 적   수 

 심할 수 다. 실제   할 포에  비 택  

양   슘 존  Cl- 가 향  동  결정한다고 

알 져 다(Koh 등 1998; Huizinga 등 2002). 그러나  할 

포에  향   에 한 연  결과는 미 한  

추    규  행   cGMP  과   해야 라 

생각 다.   

 할 포에  생 는 향  동 는 포내 

슘과 접한  가 고 다고 알 졌다. 향  전 적 
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 inositol 1,4,5-triphosphate 수 체  슘  주 적  

출에 존한다고 알 졌다. 슘  출  미 콘드 아  다시 

흡수  향  전 가 생 다 (Ward 등 2000).  같  

슘  주 적    동 동 듬  결정짓는 주  

과정 다. 그러므 , 할 포  향   

내 망과 미 콘드 아 그 고 포 에 포하는  

물 동  조  해 나타난다고 여겨 다 (Suzuki 등 2000). 본 

연 에  향  동에 한 슘   문에 cGMP 가 

실제  포내 슘에 어 한 향  주는   한 결과, 향  

전 적 동에 해 과 한 결과  얻었다. 할 

포내 슘  향  동  개시에 가  한 역할  

담당하고 는  cGMP 에 한 포내 슘 주  억제는 포내 

슘 비가 cGMP  주  타   수 다는 가능  나타낸다.  

약하  본 연 는  향  포  할 포는 

초적  NO  비 한  CGMP  생 하여 안정 태에  

향  전압  생 빈  수  억제하는 향  하고 , 

 과는 포내 슘 비  어 는  PKG 는 

무 하다.  같  결과는 존  동 조절에 평 근 수  

아닌 할 포  향 에 한 전  초 료  



-28- 
 

제공함 ,  않   동  전에 많  정보  

제공할 것 라 생각 다. 
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